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        « Non si può discendere due volte nel medesimo fiume e non si 
può toccare due volte una sostanza mortale nel medesimo stato, 
ma a causa dell'impetuosità e della velocità del mutamento essa si 
disperde e si raccoglie, viene e va. » 
 
                                                                                                           
Eraclito 
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SOMMARIO 
 
Il Ritardo Mentale (RM) (attualmente si preferisce parlare di “disabilità 
intellettiva”) è una patologia eterogenea molto comune nei bambini e negli 
adolescenti e nel 5-12% dei casi è dovuta a mutazioni genetiche presenti sul 
cromosoma X, Ritardo Mentale X-Linked (XLMR). Tra le sindromi caratterizzate 
da disabilità intellettiva connesse al cromosoma X, descriviamo gli aspetti 
principali della sindrome dovuta a mutazioni del gene SLC6A8, che codifica per 
il trasportatore della creatina (Cr), uno degli errori congeniti del metabolismo 
della creatina che, insieme ai deficit di biosintesi della Cr (deficit degli enzimi 
Arginina-Glicina Amidinotransferasi (AGAT) e Guanidinoacetato 
Metiltransferasi (GAMT)) fa parte delle sindromi da deficit di creatina (CDS), il 
cui fenotipo è caratterizzato da disabilità intellettiva, crisi epilettiche, disturbi 
comportamentali e del movimento autistico-simili, e disturbi del linguaggio e 
della parola. 
La condizione colpisce soprattutto il cervello, mentre altri organi che necessitano 
di creatina, come i muscoli, sono relativamente risparmiati. 
Lo scopo di questo lavoro di tesi, è quello di indagare i meccanismi 
patofisiologici, l’eziopatogenesi che sta alla base della sindrome da deficit di 
creatina (CCDS1), e comprendere in che modo è presente un coinvolgimento dei 
mitocondri, già osservato in alcuni modelli di studio, che possa eventualmente 
offrire uno spunto sul quale elaborare una terapia, dal momento che 
attualmente, nonostante le numerose opzioni di trattamento esplorate, ancora 
non ne esistono di valide.  
La comprensione della patogenesi del deficit del trasportatore di creatina è di 
fondamentale importanza per lo sviluppo di un trattamento efficace. 
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Nel nostro lavoro sono stati utilizzati cervelli murini, in quanto rappresentano 
un ottimo modello per lo studio della sindrome da deficienza del trasportatore 
di creatina (CCDS1) e per le sindromi da deficit di creatina (CDS) in generale. 
Descriviamo i metodi utilizzati per l’estrazione dei mitocondri dai cervelli di topi 
wild-type e knock-out per il gene SLC6A8 codificante il trasportatore, per il 
western blot e l’elettroforesi bidimensionale, infine riportiamo l’analisi ottenuta 
paragonando le mappe proteomiche delle due condizioni, per identificarne le 
differenze sia qualitative che quantitative. 
Dall’analisi tramite software, ben 77 spots sono risultati differenzialmente 
espressi in modo significativo tra wild type e knock out. Tra gli spots significativi, 
sono stati selezionati alcuni da tagliare ed inviare alla spettrometria di massa. 
L’identificazione di tali proteine può aiutare a comprendere in che modo i 
mitocondri siano coinvolti nell’alterazione del metabolismo complessivo e negli 
effetti che questo deficit ha sull’organismo. 
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CAPITOLO 1: INTRODUZIONE 
 
1.1 IL RITARDO MENTALE  
 
Il Ritardo Mentale (RM) è una patologia molto comune ed è 
probabilmente l’handicap più frequente nei bambini e negli adolescenti. Le stime 
epidemiologiche circa la prevalenza del RM nella popolazione generale, riportano 
valori variabili dall’1% al 3%. L’incidenza inoltre varia con l’età: è più bassa in 
età pre-scolare ed adulta, ed è massima nel corso dell’età scolare, in quanto le 
richieste scolastiche fungono generalmente da rivelatore del RM [1].  
Possiamo parlare di RM, come definito dall’American Association on Mental 
Retardation (AAMR) [2], quando assistiamo alla presenza di: 
• Deficit intellettivo generale significativamente al di sotto della media; 
• Disturbo significativo delle capacità di adattamento in almeno due delle 
seguenti aree: comunicazione, cura di sé, vita in famiglia, capacità sociali e 
interpersonali, uso delle risorse della comunità, autodeterminazione, capacità 
del funzionamento scolastico, lavoro, tempo libero, salute e sicurezza: quando 
due delle suddette aree risultano intaccate, ecco che possiamo diagnosticare una 
difficoltà di tipo adattivo; 
• Insorgenza prima dei 18 anni. 
Il RM può essere considerato come un sintomo le cui cause più importanti sono 
estremamente eterogenee e nella maggior parte dei casi restano sconosciute. 
I principali fattori eziopatogenetici includono: 
• cause genetiche (circa il 30-40%): errori congeniti del metabolismo trasmessi 
soprattutto per via autosomica recessiva (per es., malattia di Tay-Sachs), altre 
anomalie di un singolo gene a trasmissione mendeliana e ad espressività 
variabile (per es. sclerosi tuberosa), aberrazioni cromosomiche (sindrome di 
Down dovuta a traslocazione, sindrome dell’X fragile); 
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• cause prenatali, perinatali, postnatali (circa il 10%): danni prenatali dovuti a 
sostanze tossiche (per es., uso di alcool da parte della madre, infezioni), 
malnutrizione del feto, prematurità, ipossia, infezioni virali o altre infezioni, e 
traumi; 
• condizioni mediche generali acquisite durante l’infanzia o la fanciullezza (circa 
il 5%): infezioni, traumi, e avvelenamenti; 
• influenze ambientali e altri disturbi mentali (circa il 15-20%): mancanza di 
accudimento e di stimolazioni sociali, verbali o di altre stimolazioni, e disturbi 
mentali gravi (per es. Disturbo Autistico) [3]. 
 
 
1.2 IL RITARDO MENTALE LEGATO AL CROMOSOMA X 
 
Il RM X-linked (XLMR) rappresenta il 5-12 % dei casi di RM.  
Si suppone che i geni che influenzano le funzioni cognitive siano ubiquitari nel 
genoma umano. Fino ad oggi, la maggior parte di questi geni sono stati trovati 
sul cromosoma X per cui alterazioni di questo cromosoma sono considerate tra 
le più frequenti cause genetiche di RM [4]. 
Gli studi numerosi degli ultimi anni hanno portato all’individuazione di molti 
geni coinvolti e delle loro funzioni e la lista sembra ancora destinata a crescere 
(figura N 1) [5]. 
L’ipotesi che alcuni casi di RM siano legati al cromosoma X è stata confermata 
da due osservazioni: la prima è la maggior frequenza del RM nel sesso maschile 
che supera del 30 % quella femminile; la seconda è la descrizione di numerose 
famiglie in cui vi è un modello di trasmissione ereditaria X-linked con maschi 
prevalentemente affetti, donne portatrici sane o affette meno severamente degli 
uomini, l’assenza di trasmissione da uomo a uomo [6]. 
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Figura N. 1: Geni mutati in XMLR e loro funzioni. 
 
Già nella prima metà del secolo scorso diversi studi hanno riportato una 
maggiore incidenza di maschi tra i pazienti per ritardo mentale (RM).  
Nel 1931 Lionel Penrose pubblicò una ricerca condotta su 1280 pazienti  e osservò 
che il rapporto tra maschi e femmine era di 1,25:1. Egli attribuì questo risultato 
ad errori di accertamento e al fatto che le ragazze venivano più frequentemente 
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tenute in casa e più raramente istituzionalizzate ed erano quindi meno 
rappresentate nel gruppo di pazienti studiati [7].  
Molti anni dopo, nel 1970, Lehrke analizzò un altro gruppo di pazienti che 
comprendeva anche 5 casi familiari e, oltre a confermare l’eccesso di maschi tra 
gli affetti da RM, osservò che nelle famiglie il ritardo mentale RM era trasmesso 
come un gene legato al cromosoma X [8].  
Queste ipotesi sono state confermate da numerosi studi successivi eseguiti in 
Canada, Australia, USA, Europa che dimostrarono un eccesso del 30% tra i 
maschi affetti dal RM. 
Gli studi di Martin e Bell, pubblicati nel 1943, portarono solo nel 1991 
all’identificazione del primo gene mutato responsabile del RM nella Sindrome 
dell’X-Fragile [9]. Da allora numerosi geni responsabili del RM localizzati sul 
cromosoma X sono stati identificati soprattutto negli ultimi anni grazie agli 
eccezionali sviluppi delle tecniche di clonaggio posizionale e la caratterizzazione 
di riarrangiamenti cromosomici che hanno contribuito a ridurre fortemente la 
regione cromosomica in cui cercare il gene di interesse.  
L’aumentare dell’informazione sulla sequenza del DNA ha permesso di 
caratterizzare dettagliatamente le regioni critiche e identificare i geni candidati. 
 
Anche se i geni che causano il RM sembrano essere distribuiti lungo 
l’intera lunghezza del cromosoma X, in realtà le mutazioni che danno XLMR sono 
raggruppate in specifiche regioni. In particolare, vi è un’alta concentrazione nella 
porzione distale del braccio lungo (Xq28), dove sono stati identificati quattro 
geni: FMR2, GDI1, MECP2, SLC6A8. Un altro picco è localizzato nella regione 
Xp22.1-p21.3 ed include i geni ARX e IL1RAPL1 [10]. 
Tra le varie sindromi legate al RM X-linked, quella causata da mutazioni del gene 
SLC6A8 è responsabile del Deficit del Trasportatore di Creatina, un errore 
congenito del metabolismo della Creatina insieme ai deficit di sintesi della 
Creatina (deficit degli enzimi AGAT e GAMT). 
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Il recente interesse per il metabolismo della Creatina ha portato ad approfondire 
le ricerche sulle sue funzioni sia nei soggetti normali sia in condizioni 
patologiche.  
 
 
1.3 LE CDS (SINDROMI DA DEFICIT DI CREATINA) 
 
Le sindromi da deficit della creatina (Cr) cerebrale corrispondono ad un 
gruppo di errori congeniti del metabolismo di recente descrizione (fu Stöckler, 
nel 1994, a presentare il primo paziente affetto da un deficit metabolico di questa 
via), denominati complessivamente Creatine Deficiency Syndromes (CDS), che 
hanno messo in luce il ruolo chiave di questa molecola, nonché consentito un 
approfondimento delle conoscenze in merito alle sue funzioni e al suo 
metabolismo [11] [12] [13]. 
Le malattie si distinguono in base al difetto molecolare coinvolto: si tratta di tre 
difetti metabolici: 
• due sono relativi alla sintesi endogena della creatina, affidata agli enzimi 
Arginina-Glicina-Amidinotransferasi (AGAT) e Guanidinoacetato-
Metiltransferasi (GAMT), quindi si tratta di difetti metabolici dovuti 
all’incapacità dell’organismo di sintetizzarla,  
• il terzo è relativo al trasportatore della creatina (CRT), quindi è un difetto 
metabolico dovuto all’incapacità delle cellule di incorporarla, in seguito 
alla carenza della molecola deputata al suo trasporto.  
 
Queste sindromi sono causate da mutazioni in uno di tre geni codificanti per 
proteine coinvolte nella sintesi e nel trasporto della creatina:  
• le forme causate da difetti di sintesi (deficit di AGAT e GAMT) si 
trasmettono in modo autosomico recessivo (occorre ereditare due copie 
alterate del gene da entrambi i genitori per manifestarle);  
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• la forma causata da carenza di trasportatore, invece, si trasmette in modo 
recessivo legato al cromosoma X, per cui solo i maschi presentano i 
sintomi, mentre le femmine sono portatrici sane. 
 
 
1.3.1 IL FENOTIPO 
 
Tutti e tre i deficit hanno in comune il meccanismo patogenetico, ovvero 
la deplezione di creatina cerebrale, che porta a sintomi neurologici primari che 
si manifestano molto precocemente, presentando un fenotipo clinico simile, 
caratterizzato da ritardo mentale, comportamento simil-autistico, disturbi del 
linguaggio, epilessia e disturbi del movimento. 
Clinicamente, i pazienti affetti da deficit dell’enzima GAMT presentano il 
fenotipo più grave delle CDS, che varia da forme in cui predominano, in 
associazione al ritardo mentale, i segni extrapiramidali e/o piramidali e 
l’epilessia resistente al trattamento, ad altre in cui si riscontrano ritardo mentale 
meno importante ed epilessia trattabile. Le costanti di tale sindrome possono in 
ogni modo essere rintracciate nell’epilessia e nel ritardo globale dello sviluppo, 
compresa l’acquisizione del linguaggio [14] [15] [16]. 
I soggetti affetti da deficit del trasportatore mostrano ritardo mentale di 
grado lieve-medio, epilessia, ritardo del linguaggio sia recettivo che espressivo, 
talvolta lieve ipotonia. Nei soggetti portatori è stato non infrequente il riscontro 
di disturbi dell’apprendimento e/o del comportamento [11]. 
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1.3.2 LE DIAGNOSI 
 
Da quanto emerso secondo i dati pubblicati ad oggi, si può sostenere che 
la diagnosi precoce e l’adeguato trattamento di questi errori metabolici 
consentano un sostanziale cambiamento della loro storia naturale.  
Nella diagnosi delle CDS, il primo imprescindibile passo è rappresentato 
dall’analisi della storia clinica del paziente, in cui rintracciare eventuali criteri di 
inclusione che possano indirizzare nella scelta dell’esecuzione delle indagini 
biochimiche. 
Il sospetto diagnostico viene posto in base a esami di laboratorio (dosaggio nel 
sangue e nelle urine della creatina e dei suoi metaboliti). 
La conferma viene data dalla spettroscopia in risonanza magnetica cerebrale che 
dimostra l’assenza del picco di creatina.  
Infine, per distinguere quale sia la causa scatenante la sindrome (quale enzima 
o trasportatore sia coinvolto), occorre effettuare indagini genetiche e funzionali 
presso centri specializzati [17] [18] (Figura N 2). 
 
 
         Figura N. 2: Algoritmo diagnostico dei deficit di creatina. 
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Il pattern biochimico, nel caso del deficit dell’enzima AGAT, si connota per 
livelli molto bassi o assenti di creatina, Creatinina (Crn) e Guanidinoacetato 
(GAA) nei fluidi biologici. Il deficit di tale enzima è stato diagnosticato per la 
prima volta nel 2001, in due sorelle afferite all’IRCCS Stella Maris per ritardo 
mentale e del linguaggio associati a disturbi del comportamento e relazionali, 
nelle quali già un anno prima era stato riscontrato un importante deficit di Cr 
cerebrale, di cui non era però stata identificata la causa molecolare [19]. 
Nel caso del deficit dell’enzima GAMT invece, accanto a livelli bassi di creatina, 
si riscontrano alti valori di GAA nel plasma, nelle urine e liquor, la cui 
neurotossicità rende ragione della maggiore severità del fenotipo. Il deficit di 
GAMT, descritto nel 1994 da Stöckler, è stato il primo errore congenito del 
metabolismo della Cr scoperto nell’uomo [13]. 
Nei pazienti affetti da deficit del trasportatore, infine, i dosaggi plasmatici e 
urinari di Cr e Crn dimostrano la presenza di un alterato rapporto Cr/Crn, 
mentre risultano normali i valori di Cr e GAA.  
Il primo deficit del trasportatore è stato descritto nel 2001, e da allora sono stati 
identificati più di 30 pazienti [11]. 
L’alterazione di questo trasportatore è causa del deficit di Cr cerebrale che si 
caratterizza per i normali livelli di Cr e di GAA nel plasma e nelle urine associati 
a basse concentrazioni di Cr a livello del Sistema Nervoso Centrale (SNC) e ad 
un aumento del rapporto Cr/Crn.  
In tutte le CDS, alla 1H-MRS (Risonanza Magnetica Spettrocopica) si riscontra 
l’assenza del picco Cr/Crn in vivo [20]. (Tabella 1) 
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Tabella 1: Schema riassuntivo delle caratteristiche cliniche e biochimiche e dei test diagnostici nelle 
CDS 
 
 
1.3.3 I TRATTAMENTI ATTUALI 
 
Per quanto riguarda le terapie, i deficit di AGAT e GAMT sono suscettibili 
di una parziale remissione della sintomatologia, con la somministrazione di 
creatina esogena. Se la diagnosi viene effettuata molto precocemente, la 
somministrazione tempestiva di creatina può prevenire l’insorgenza dei sintomi.  
Al contrario, non è attualmente disponibile una terapia efficace per il deficit del 
trasportatore [21] [22]. 
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1.4 IL DEFICIT PRIMARIO DEL TRASPORTATORE DI 
CREATINA (SLC6A8) 
 
In questo capitolo ci occuperemo più nello specifico del deficit del 
trasportatore della creatina, in quanto oggetto della parte sperimentale del 
nostro studio.  
 
 
1.4.1: GENETICA 
 
Il gene per il trasportatore, detto SLC6A8 e conosciuto anche come CT1, 
si trova sul cromosoma Xq28, contiene 13 esoni e codifica per una proteina di 
635 aminoacidi. Come gli altri membri della famiglia dei trasportatori Na-
dipendenti, possiede 12 domini transmembrana. E’ stata dimostrata l’esistenza 
di un altro gene, detto CT2, sul cromosoma 16p11.1- 16p.2, espresso però solo 
dal testicolo. I due geni presentano il 97% di omologia, ma il CT2 contiene un 
codone di stop prematuro nell’esone 4, il che suggerisce che codifichi per una 
proteina non funzionante o troncata.  
Alcune analisi cinetiche hanno rivelato che 2 Na+ e 1 Cl- sono richiesti per il 
trasporto elettrogenico di una molecola di creatina [23]. 
 
 
1.4.2: INCIDENZA 
 
Riguardo all’incidenza della sindrome da deficit del trasportatore di 
creatina (CCDS1), alterazione, ricordiamo, trasmessa con modalità legata al 
cromosoma X, un primo studio è stato condotto da Rosenberg nel 2004. 
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Egli ha esaminato una popolazione di 288 pazienti maschi con ritardo mentale 
non sindromico legato al cromosoma X: furono identificate 6 mutazioni del gene 
SLC6A8, delle quali 5 nuove (una mutazione nonsenso e 4 missenso), con una 
prevalenza stimata del 2,1% (6 su 288) [24].  
Secondo tali dati, la prevalenza del deficit del trasportatore di creatina (CRTR) 
sarebbe stata paragonabile a quella della sindrome dell’X fragile, cioè stimata del 
2-3%. 
In seguito, questa stima è stata ridimensionata dalla valutazione operata da Clark 
nel 2006, con uno studio condotto su 478 maschi con ritardo mentale di origine 
sconosciuta, sia idiopatico che all’interno di famiglie in cui era stata riconosciuta 
un’ereditarietà legata al cromosoma X. Sono state identificate sei nuove 
mutazioni potenzialmente patogene (quattro delle quali appurato essere causa 
della sindrome), non riscontrabili nella popolazione di controllo; ciò equivale ad 
una prevalenza del deficit del trasportatore dell’1% circa sul totale della 
popolazione di maschi affetti da ritardo mentale di origine ignota [25].  
 
 
1.4.3 IL PATTERN BIOCHIMICO 
 
Pool di creatina (Cr) intra- ed extracellulare: 
I pazienti con deficit di CTRT, in conseguenza della difficoltà nel trasporto 
cellulare di creatina, mostrano una deplezione intracellulare di creatina e di 
fosfocreatina, mentre la concentrazione extracellulare di Cr (misurata nelle 
urine) è normale o elevata [26]. 
 
Cr, Crn e GAA nei liquidi biologici: 
Il dosaggio urinario della creatina espresso per la creatinina (rapporto Cr/Crn) 
viene utilizzato come primo marker diagnostico del disturbo. Nei pazienti 
studiati, tale rapporto è generalmente aumentato da 2 a 10 volte il normale.  
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La creatina plasmatica è di solito entro i limiti della norma; non risulta alterata 
neanche la concentrazione di GAA in urine e plasma, elemento che consente di 
escludere il deficit di Cr da alterazioni, a livello di sintesi, degli enzimi AGAT e 
GAMT [27] [28]. 
I dosaggi biochimici di Cr, Crn e GAA possono essere effettuati con cromatografia 
(HPLC) o con strumentazioni spettroscopiche di massa su campione di urine, su 
sangue eparinato o su spot di sangue essiccato su carta bibula come quello 
prelevato per lo screening neonatale degli errori congeniti del metabolismo [29] 
[30]. 
 
Studio dell’uptake di Cr in fibroblasti in coltura: 
Il deficit del CTRT può essere confermato nella diagnosi per mezzo dello studio 
dei fibroblasti in coltura, secondo il metodo riportato da Salomons. I fibroblasti 
di alcuni pazienti furono incubati con Cr per misurarne l’uptake: il test dimostrò 
assenza di captazione a concentrazioni fisiologiche (25 µM) e di 125 µM-. La 
captazione pari ad un terzo rispetto al valore di controllo per concentrazioni di 
500 µM è spiegabile con la diffusione passiva o per la funzione vicariante di altri 
trasportatori [31]. 
 
 
1.4.4 LE TERAPIE ATTUALI 
 
Il trattamento con alti dosaggi di creatina monoidrato, da solo o in 
combinazione con L-arginina e glicina, ha portato a un miglioramento clinico 
delle convulsioni e comportamenti in alcuni pazienti, ma nella maggior parte dei 
casi non sembra aumentare la creatina cerebrale [32] [33].   
Il trattamento può anche aumentare la massa muscolare e migliorare le capacità 
motorie, come osservato in una piccola coorte di pazienti.  
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La sindrome da deficit del trasportatore di creatina non è una malattia che 
comporta un pericolo per la vita: tuttavia l'aspettativa della vita è limitata, in 
particolare in quei pazienti che presentano gravi convulsioni e handicap fisici 
associati [34]. 
 
 
1.5 LA CREATINA 
 
1.5.1 LE NOZIONI STORICHE 
 
Già nel 1832 il francese Chevreul aveva riferito della scoperta di un nuovo 
costituente organico della carne a cui diede il nome di creatina.  
Tuttavia, a causa di difficoltà concernenti i metodi di ottenimento della Cr, solo 
nel 1847 Lieberg fu in grado di confermare che la Cr era un normale costituente 
della carne.  
Nel 1928 Hunter scrisse in un suo lavoro che probabilmente la Cr non era un 
semplice prodotto di scarto, ma un costituente tissutale essenziale con funzioni 
speciali.  
Nel corso di studi successivi si attribuì alla fosfocreatina, infatti, un ruolo chiave 
nel metabolismo del muscolo scheletrico e nello stesso periodo Heintz e 
Pettenkofer evidenziarono nelle urine una sostanza che poi Lieberg confermò 
essere la creatinina (Crn).  
Sulla base dell’osservazione che l’escrezione urinaria della creatinina era 
correlata all’entità della massa muscolare, fu ipotizzato che essa fosse un diretto 
prodotto di metabolizzazione dalla creatina localizzata nei muscoli. Nonostante 
le numerose pubblicazioni sul ruolo della Cr nel metabolismo energetico e sui 
suoi meccanismi di trasporto, poca attenzione è stata rivolta a questi argomenti 
nel campo della clinica. Fino a poco tempo fa, infatti, elevate concentrazioni 
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urinarie e plasmatiche di creatinina sono state utilizzate come marker di alterata 
funzione renale.  
Dal 1994, con la scoperta del primo caso di difetto ereditario di sintesi di creatina, 
anche basse concentrazioni di Crn sono diventate un marker di malattia. Grazie 
all’applicazione della Spettroscopia Protonica in Risonanza Magnetica (1H-RMS) 
nella diagnostica clinica è stato possibile identificare il deficit primario di 
creatina cerebrale [35] [36]. 
 
 
1.5.2 LE NOZIONI PRINCIPALI 
 
La Creatina (dal greco κρέας, krèas, "carne") è chimicamente conosciuta 
come acido metilguanidinacetico, un composto azotato non proteico, cioè un 
composto contenente azoto, ma non una proteina di per sé. Nel corpo umano la 
creatina viene sintetizzata nel fegato e nel pancreas dagli amminoacidi arginina, 
glicina e metionina.  
 
 
Figura N 3.1:  Formula di struttura della creatina (formula bruta C4H9N3O2). 
 
 
Circa il 95% della creatina totale dell’organismo umano è localizzata nel muscolo 
scheletrico, dove viene incorporata con un meccanismo di trasporto attivo Na- 
dipendente, in quanto è una molecola polare e di conseguenza non riuscirebbe a 
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diffondere attraverso la membrana plasmatica. Inoltre, piccole quantità di 
creatina si trovano anche nel cervello e nei testicoli. Circa due terzi della creatina 
presente nel muscolo scheletrico è depositata come fosfocreatina (PCr), mentre 
la parte rimanente è immagazzinata come creatina libera [37].  
 
 
1.5.3 LE FUNZIONI 
 
La creatina svolge una funzione molto importante nel metabolismo 
energetico cellulare, in particolare nei tessuti con elevata richiesta di energia.  
Infatti, attraverso l’aggiunta di un gruppo fosfato, essa viene trasformata 
reversibilmente in fosfocreatina, una molecola che racchiude proprio in questo 
legame un’altissima carica energetica. In virtù di questa elevata carica 
energetica, infatti, la fosfocreatina è in grado di trasferire il proprio gruppo 
fosfato sulla molecola di ADP per formare ATP. 
 
L’ATP (adenosina trifosfato), come sappiamo, è la principale fonte di energia 
della cellula: ad esempio, è grazie all’energia fornita dall’ATP che può avvenire 
la contrazione dei muscoli e che può essere mantenuto il potenziale di membrana 
dei neuroni. 
Normalmente, l’ATP viene sintetizzata nella seconda fase della fosforilazione 
ossidativa, cioè quel processo biologico che caratterizza tutti gli organismi aerobi 
e che rappresenta l’ultima fase della respirazione cellulare negli eucarioti, il cui 
scopo è quello di trarre energia dalle sostanze energetiche da immagazzinare 
sottoforma, appunto, di ATP. 
La fosforilazione ossidativa si compie in due fasi: 
• nella prima fase, gli elettroni dei coenzimi ridotti NADH e FADH2, 
provenienti dall’ossidazione dei composti organici, vengono ceduti alla 
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catena di trasporto degli elettroni per creare un gradiente protonico 
(ioni H+) nello spazio intermembrana del mitocondrio; 
• nella seconda fase, questo stesso gradiente protonico viene sfruttato per 
azionare l’enzima transmembrana ATP-sintasi, in grado di sintetizzare 
molecole di ATP a partire da ADP+P. 
 
La fosfocreatina interviene nel metabolismo dell’ATP in due modi: 
• In primo luogo, essa è indispensabile per trasportare l’ATP dal luogo di 
produzione, ovvero il mitocondrio, a quello di utilizzazione, il 
citoplasma. Per fare ciò la cellula ricorre ad un espediente: l’ATP appena 
sintetizzato nel mitocondrio, cede il suo gruppo fosfato alla creatina, 
trasformandola in fosfocreatina. Questa tende a diffondere nel 
citoplasma, allontanandosi man mano dal mitocondrio e avvicinandosi 
alle regioni cellulari dove viene utilizzata l’ATP.  
• Una volta giunta, la fosfocreatina cede a sua volta il gruppo fosfato 
all’ADP che viene così trasformato in ATP, dopodiché ritorna al 
mitocondrio come creatina, ricominciando il ciclo. In tal modo è come 
se l’ATP venisse in pratica trasportato dal sito di produzione a quello di 
utilizzazione [38].  
 
 
1.5.3.1 IL RUOLO DELLA CREATINA NEI MUSCOLI: 
 
L’energia utilizzata dal muscolo scheletrico per la sua contrazione deriva 
dall’idrolisi dell‘adenosina trifosfato (ATP) ad adenosina difosfato (ADP). La 
normale funzionalità dei muscoli richiede poi che l’ATP sia continuamente 
risintetizzato, a partire da suoi prodotti di trasformazione. 
Durante l'attività motoria di intensità massimale e di breve durata, la 
disponibilità dinamica di ATP è ottenuta quasi esclusivamente a mezzo del 
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processo anaerobico che si realizza mediante la defosforilazione della 
fosfocreatina catalizzata dall’enzima Creatin-chinasi (CK), con il conseguente 
passaggio dell'ADP allo stato di ATP, atto a liberare energia per la contrazione 
muscolare, mediante la seguente reazione reversibile: 
                     
                                  creatina chinasi 
fosfocreatina + ADP <-------------> creatina + ATP -----> contrazione muscolare 
 
per cui la creatina viene poi rifosforilata durante il periodo di riposo. 
In considerazione dell’attività del sistema Cr/CK/PCr, nel muscolo la 
concentrazione di fosfocreatina rappresenta un pool di riserva energetica 
rapidamente utilizzabile e fondamentale per il ripristino del contenuto di ATP, 
che consente cioè di mantenere costante il livello cellulare di ATP, attraverso il 
trasferimento di un gruppo fosforico all’ADP con formazione di ATP. Questa 
reazione è reversibile ed è catalizzata dall’ enzima CK. 
Durante l’attività muscolare intensa e di breve durata, il decremento della forza 
sviluppata può essere messo in relazione all’impoverimento delle riserve 
muscolari di fosfocreatina, con conseguente rallentamento della velocità di 
rigenerazione dell’ATP. In tale situazione, l'affaticamento muscolare può essere 
messo in relazione con una riduzione della produzione di ATP [40]. 
 
 
1.5.4 LA SINTESI ED IL FABBISOGNO 
 
Il fabbisogno giornaliero di creatina ammonta a circa 2 grammi. 
Questi vengono assunti: 
• per il 50% per via esogena, quindi li introduciamo con la dieta, in 
particolar modo con carne, pesce e proteine animali in genere, 
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• per la restante quota, vengono prodotti tramite la sintesi endogena, che 
avviene principalmente nel fegato e nel pancreas.  
I substrati della reazione di sintesi della creatina per via endogena, sono 
arginina, glicina e metionina; mentre gli enzimi catalizzatori sono la Arginina- 
Glicina-Amidinotransferasi (AGAT) e la Guanidinoacetato-Metiltransferasi 
(GAMT). La figura N 3.4 riporta le tappe per la sintesi della creatina.  
 
Figura N 3.4: Rappresentazione della sintesi di creatina. 
 
La prima tappa di tale via metabolica è catalizzata dall’enzima AGAT, codificato 
da un gene localizzato sul cromosoma 15q15.3, e consiste nel trasferimento di un 
gruppo guanidinico dall’arginina alla glicina, da cui si ottiene l’acido 
guanidinoacetico (GAA) e ornitina.  
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L’AGAT è una proteina situata nello spazio intermembrana del mitocondrio: la 
localizzazione dell’enzima nello spazio intermembrana mitocondriale permette 
la separazione di questa reazione da quelle che maggiormente utilizzano 
l’arginina come substrato. 
Tale tappa è autolimitante, in quanto l’attività enzimatica dell’AGAT è inibita sia 
dal suo prodotto, l’ornitina, che dalla creatina; viene invece indotta dalla tiroxina 
e dall’ormone della crescita.  
 
La seconda tappa è catalizzata dall’enzima GAMT, codificato dal gene localizzato 
sul cromosoma 19p13.3, che utilizza come substrati il GAA e 
l’S-adenosilmetionina, consentendo la formazione di creatina ed S-adenosil-
omocisteina. 
La creatina così sintetizzata, raggiunge i tessuti ed in particolar modo quelli a 
più alto fabbisogno energetico, come il tessuto muscolare scheletrico e quello 
nervoso, dove verrà accumulata grazie ad un sistema di trasporto attivo affidato 
al suo specifico trasportatore transmembrana (CT1), codificato dal gene SLC6A8 
localizzato sul cromosoma Xq28, in quanto la creatina, essendo una molecola 
polare idrofila, non riesce ad attraversare la membrana plasmatica per entrare 
nelle cellule. 
La concentrazione di creatina regola l’espressione del suo trasportatore con un 
meccanismo a feed-back negativo: sembra infatti che la creatina induca la sintesi 
di un inibitore del gene che codifica il trasportatore [41]. 
 
 
1.5.5  IL METABOLISMO  
 
Una volta giunta nei tessuti ad alta richiesta di energia, la creatina può 
essere convertita in fosfocreatina (PCr) grazie ad uno dei 5 isoenzimi della 
creatina-chinasi (CK), situata nello spazio intermembrana dei mitocondri. 
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La Creatina chinasi catalizza la reversibile conversione di Creatina e ATP in 
fosfocreatina (PCr) e ADP [42] [43].  La maggior parte delle cellule, infatti, non 
fa affidamento sulla diffusione libera di ATP / ADP e quindi il sistema CK/PCR/Cr 
serve come accumulo di energia per la rigenerazione immediata di ATP e come 
navetta di fosfati ad alta energia tra i siti di produzione di ATP e quelli di 
consumo: in questo modo viene assicurato l’immagazzinamento di energia, 
convertibile in ATP mediante il trasferimento di un gruppo fosforico all’ADP.  
 
Infine, Cr e CrP sono degradate (convertite) attraverso reazioni irreversibili e 
non-enzimatiche a creatinina (Crn); il turnover giornaliero è costante e 
corrisponde circa all’1,5% di creatina presente nell’organismo. La creatinina poi 
passa per diffusione passiva ai reni e viene escreta con le urine, in quantità 
direttamente proporzionale alla concentrazione corporea di questo metabolita. 
Nell’adulto sano, l’ecrezione giornaliera di Crn proviene da un pool di 120 g di 
Cr e PCr e varia da 1,5 g a 2 g [44]. 
 
 
1.5.6 ALTERAZIONI MITOCONDRIALI NEL DEFICIT DI 
CREATINA 
 
Vari studi hanno evidenziato una correlazione tra patologie da deficit di 
creatina e alterazioni mitocondriali di tipo strutturale, molecolare e funzionale.  
Anche se non sono completamente chiari i meccanismi specifici che collegano le 
due cose, è stato stimato che in molte cellule ad alta energia la maggioranza di 
ATP generata dai mitocondri è usata per produrre la fosfocreatina che poi 
diffonderà nel citoplasma [45].  
Ad esempio, è stato riscontrato che la perdita acuta di creatina usando agenti 
farmacologici che bloccano il trasportatore di creatina nel cuore conduce a 
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insufficienza mitocondriale e, infine, a insufficiente ATP per svolgere i normali 
processi cellulari, suggerendo un metabolismo perturbato dell’energia nei deficit 
da trasportatore di creatina (CTD). È stato inoltre notato che la 
somministrazione di acido guanidino-propionico (GPA) ha aumentato la densità 
mitocondriale nel muscolo striato di topi [46]. 
La prova di disfunzione mitocondriale in altri modelli di carenza di cretina 
suggerisce che la funzione mitocondriale può anche essere anormale nelle CTD.  
Ad esempio, è stato riscontrato che i neuroni privi di creatin-chinasi hanno 
aumento la motilità mitocondriale rispetto ai normali neuroni (wild-type) 
mentre il numero complessivo dei mitocondri era all’incirca simile. Questo 
probabilmente perché nel tentativo di rifornire ATP alle aree con richiesta ad alta 
energia, le cellule CK-deficienti possono necessitare di distribuire i mitocondri 
in modo diverso rispetto alle cellule normali. Questo aumento della motilità può 
riflettere una risposta compensatoria alla carenza di energia nei neuroni CK-
carenti.  
Inoltre, in un modello di topo con carente biosintesi di Creatina, è stato visto un 
aumento dell’attività di sintesi di ATP nel cervello e muscoli che indica un 
meccanismo adattivo in risposta alla carenza di ATP, sostenendo inoltre un ruolo 
per la disfunzione metabolica nelle CDS [47].  
 
Per quanto riguarda il metabolismo alterato dell’energia, causato da un 
esaurimento prolungato e consistente di creatina, diversi studi hanno notato che 
nel muscolo scheletrico dei topi carenti di AGAT c’è un marcato aumento del 
rapporto fosfato inorganico /ATP e del contenuto mitocondriale complessivo, 
mentre i livelli di ATP sono stati ridotti di quasi la metà.  
Invece, secondo un’analisi clinica, i pazienti affetti da CCDS1 sono stati segnalati 
per avere un maggiore stress ossidativo e per avere un numero maggiore di 
specie reattive dell’ossigeno (ROS, i radicali liberi a maggior diffusione) indotte 
da perdita cellulare apoptotica, mentre il supplemento di creatina nei topi 
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senescenti ha migliorato i risultati neurocomportamentali e prolungato la 
sopravvivenza media con una tendenza verso ROS inferiori.   
E’ possibile quindi che l’alterato metabolismo energetico, causato da un 
esaurimento prolungato e consistente di creatina, possa mettere in moto 
l'attivazione precoce del tipico meccanismo cellulare e molecolare dannoso di 
invecchiamento cerebrale che porta ad una progressiva regressione cognitiva.  
La mancanza di attività antiossidante della Creatina in CCDS1 potrebbe quindi 
contribuire anche a questo processo: questa ipotesi spiegherebbe l'osservazione 
che il ritardo mentale nei pazienti affetti da CCDS1 sembra diventare più 
pronunciato con l'età. Questa supposizione potrebbe anche essere rilevante per 
il normale invecchiamento cerebrale come suggerito dai recenti dati che 
mostrano che i livelli di creatina sono più bassi nei cervelli umani anziani [48]. 
 
 
1.6 IL TOPO KNOCK-OUT (KO) 
 
Un topo knockout o topo knock-out è un topo geneticamente 
modificato ( Mus musculus ), in cui i ricercatori hanno inattivato, o "eliminato", 
un gene sostituendolo o interrompendolo con un pezzo artificiale di DNA . Sono 
importanti i modelli animali per studiare quei geni le cui funzioni non sono state 
ancora determinate. Provocando un’inattivazione di un gene specifico nel topo e 
osservando le differenze che ne conseguono, è possibile dedurre una sua 
probabile funzione. 
I topi sono attualmente le specie di animali da laboratorio più strettamente 
connesse con l'uomo, di conseguenza l’osservazione delle caratteristiche dei topi 
knockout, fornisce informazioni che possono essere utilizzate per comprendere 
meglio come uno specifico gene può causare o contribuire alla malattia 
nell'uomo. 
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Vengono ampiamente utilizzati in esperimenti knockout, specialmente quelli che 
studiano questioni genetiche che si riferiscono alla fisiologia umana . Applicare 
un Gene knockout nei ratti è infatti molto più difficile ed è stato possibile solo a 
partire dal 2003.  
La prima procedura per la “creazione” di un modello murino KO, è stata messa 
a punto dal biologo statunitense Mario Capecchi nel 1989, al quale è stato 
assegnato nel 2007 il Premio Nobel per la Fisiologia e la Medicina . Aspetti della 
tecnologia per la generazione di topi knockout e i topi stessi sono 
stati brevettati in molti paesi da aziende private. 
Nonostante ci siano delle limitazioni per l’effettuazione della procedura, 
l’approccio sperimentale dei topi knock-out ha permesso di stabilire la funzione 
a livello dell’organismo di una serie di geni la cui attività fisiologica sarebbe 
altrimenti ancora ignota [49]. 
 
 
1.7 LA PROTEOMICA 
 
Nel corso del XX secolo si sono fatti strada sempre più progetti e studi 
volti a determinare e sequenziare i genomi, compreso quello umano. Risultati 
ottenuti dai progetti di sequenziamento genico hanno incoraggiato la ricerca di 
ulteriori metodologie globali volte a comprendere e descrivere il funzionamento 
cellulare. Oggi accanto alla genomica si stanno espandendo studi di 
trascrittomica (studio sull’RNA) e proteomica (studio di proteine). Nonostante 
sia in un contesto diverso, la proteomica non può prescindere dagli altri studi.  
L’inizio degli studi di proteomica ha visto periodi alti e bassi di interesse. A 
partire dal 1954 iniziarono le prime scoperte sulla struttura delle proteine e dopo 
poco più di 20 anni si arrivò alla pubblicazione di un catalogo di sequenze 
amminoacidiche. A partire dagli anni 80 fino al 2001 l’interesse di studio passò 
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dalle proteine al genoma fino al completo sequenziamento del genoma umano. 
In questi anni molte tecniche si affinarono e permisero alla proteomica di 
spiccare di nuovo il volo grazie alle importanti scoperte sul genoma. Con tecniche 
più evolute è stato possibile manipolare geni in modo da amplificare, anche 
enormemente, la sintesi di proteine di interesse per le analisi. Fu così possibile 
arrivare alla totale comprensione della tridimensionalità delle proteine e ad 
individuare le cosiddette modifiche “post-traduzionali” legate alla fisiologia della 
cellula ma anche agli stimoli esterni e agli influssi di altre proteine.  
Essendo una catena di collegamenti tra proteine e geni che le codificano, appare 
chiaro che per lo studio della proteomica è di fondamentale importanza 
possedere una banca dati genomica. In conclusione lo scopo della proteomica è 
quello di studiare le proteine nella loro globalità [50].  
Il termine “proteoma” è stato coniato nel 1994 da Marc Wilkins e sta ad indicare 
il “prodotto dell’espressione di un genoma”. Ad un genoma possono 
corrispondere molti proteomi perché, oltre ad una serie di modifiche post-
traduzionali che possono concorrere a modificare il proteoma di partenza, esiste 
anche un sistema di regolazione dell’espressione genica. Conseguenza di queste 
regolazioni e modifiche è un ampliamento notevole del numero di proteine 
corrispondenti ad una sequenza genica [51]. 
 
Gli approcci proteomici possono essere vari in base agli specifici obiettivi che si 
desidera affrontare. Si distinguono quindi:  
• Proteomica strutturale  
• Proteomica funzionale  
Gli obiettivi di questi studi possono essere:  
• Studio e osservazione dell’espressione genica di determinate proteine in 
seguito a stimoli o condizioni particolari sia patologiche che fisiologiche  
• Studio e osservazione degli effetti quali-quantitativi di modifiche post-
traduzionali  
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• Analisi di possibili interazioni e relazioni tra le proteine che si 
ripercuotono su processi fondamentali della vita cellulare (ad esempio 
crescita, divisione, morte programmata, ecc.)  
• Integrazione del quadro già esistente degli studi biologici sulla struttura 
proteica con informazioni più specifiche sui vincoli strutturali  
• Identificazione delle proteine che interagiscono con specifici ligandi 
naturali o sintetici allo scopo di comprendere e migliorare i meccanismi 
farmacologici [52].  
 
I passaggi che vengono seguiti nelle analisi proteomiche sono:  
1. Scelta e preparazione del campione  
2. Separazione delle proteine (la tecnica maggiormente usata è 
l’elettroforesi bidimensionale)  
3. Individuazione delle proteine grazie allo spettrometro di massa  
4. Confronto conclusivo con le banche dati di proteomica consultabili con 
appositi programmi sul web.  
 
 
1.8 PARTE SPERIMENTALE 
 
1.8.1 ELETTROFORESI BIDIMENSIONALE 
 
L’elettroforesi su gel in due dimensioni (2-DE), o elettroforesi 
bidimensionale, è un procedimento analitico che ha lo scopo di separare le 
proteine di un certo campione sulla base del loro punto isoelettrico e del loro 
peso molecolare.  
Inizia a diffondersi come tecnica per la separazione di miscele proteiche 
complesse, formate cioè da più specie proteiche differenti (come ad esempio una 
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miscela di proteine estratta da una cellula in un dato momento del ciclo cellulare) 
nel 1975 grazie a O’Farrell. 
Storicamente, essa deriva dall’accoppiamento di due tecniche elettroforetiche 
elaborate da U.K Laemmli, da M. Gronow e da G. Griffith, pertanto prevede due 
corse elettroforetiche, dette prima e seconda dimensione (nella seconda il campo 
elettrico applicato è posizionato ortogonalmente rispetto al primo). 
I due processi alla base dell’elettroforesi bidimensionale sono:  
1. Elettroforesi in gradiente di pH (detta isoelettrofocalizzazione)  
2. Elettroforesi con SDS (Sodio Dodecilsolfato, detergente anfifilico) 
I parametri che vengono sfruttati da queste tecniche sono due caratteristiche che 
distinguono le varie proteine e sono rispettivamente:  
1. Punto isoelettrico 
2. Peso molecolare  
 
Prima dimensione: isoelettrofocalizzazione. 
La prima dimensione è una tecnica che permette di separare le proteine in base 
al loro punto isoelettrico grazie alla caratteristica anfotera di queste molecole, 
cioè la capacità di variare la carica in relazione con il pH del mezzo in cui si 
trovano. 
 
Figura N.4.1: Spostamento delle proteine lungo il gradiente di pH delle strip in base al punto 
isoelettrico. 
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Il punto isoelettrico (PI) è definito come il valore di pH in cui le cariche positive 
e negative di tutti gli amminoacidi della catena che costituiscono la proteina si 
equilibrano rendendo nel complesso la molecola neutra, senza alcuna carica 
netta: in questo modo, la proteina si trova nella sua forma zwitterionica. Proteine 
diverse possono avere lo stesso PI e quindi localizzarsi a livello della stessa 
banda, motivo per cui occorre procedere con un’ulteriore separazione (la 
seconda dimensione), non più basata sulle proprietà elettriche delle molecole. 
Poste le proteine in un gradiente di pH sotto l’influenza di un campo elettrico, 
esse assumeranno cariche positive per valori di pH inferiori al punto isoelettrico 
e cariche negative per valori superiori al punto isoelettrico. 
Per eseguire questa tecnica è necessario un supporto in gel di poliacrilammide, 
su cui viene creato un gradiente di pH stabile grazie a miscele di carrier anfolitici. 
Gli anfoliti sono miscele di polimeri di amminoacidi dotati di cariche superficiali 
corrispondenti ai diversi range di pH e sono disponibili sotto forma di strip 
prefabbricate, contenenti gradienti immobilizzati di pH (IPG). 
In commercio si trovano strip (Amersham Biosciences, Sigma, etc.) di varie 
lunghezze (7-11-13-18-24 cm) e con vari intervalli di pH (3-10; 4- 7; 6-11; 6-9; 
3,5-4,5; etc), lineari (L) e non lineari (NL). Aspetto notevolmente vantaggioso è 
la semplice reperibilità in commercio di kit sempre identici, stabili e con 
un’ampia gamma di range e lunghezze in base alle singole esigenze. 
Dopo aver caricato il campione proteico su di una striscia sottile di gel di 
poliacrilamide (strip), si collega l’elettrodo positivo (anodo) all’estremità acida 
del gradiente, e l’elettrodo negativo (catodo) all’estremità basica. Quando si 
sottopone la strip ad un campo elettrico si provoca il movimento delle proteine, 
in particolare quelle dotate di carica netta positiva migrano verso il catodo, 
mentre quelle dotate di carica netta negativa si spostano verso l’anodo.  
Le proteine continuano la corsa finché non raggiungono la zona del gradiente di 
pH in cui la loro carica netta equivale a zero, che rappresenta il loro punto 
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isoelettrico. Esse si focalizzano in una zona molto ristretta e ciò rende la IEF una 
tecnica ad alta risoluzione.  
  
Seconda dimensione: elettroforesi in SDS-PAGE  
La seconda dimensione è una classica SDS-PAGE; consiste in una corsa 
elettroforetica: con questa tecnica, le bande proteiche focalizzate in prima 
dimensione vengono sottoposte ad un campo elettrico e risolte, cioè separate, in 
base al loro peso molecolare (PM). 
Il campione viene dapprima trattato con sodio dodecilsolfato (SDS), un 
detergente ionico che conferisce a tutte le proteine una carica netta negativa, 
uniformandole. Come tutti detergenti infatti l’SDS forma delle micelle che hanno 
una tale affinità con le proteine da farle denaturare e da mascherare le cariche 
intrinseche. 
L’interazione SDS/proteine, quindi: 
• provoca la destabilizzazione della struttura della proteina 
denaturandola; 
• conferisce una carica netta negativa rendendo trascurabile la carica 
della proteina nativa;  
• il risultato è che la proteina assume una forma linearizzata ed una 
carica negativa approssimativamente proporzionale alla sua massa, in 
modo che il rapporto carica/massa sarà essenzialmente identico per 
proteine diverse. 
Segue la corsa elettroforetica su gel di poliacrilammide; una volta polimerizzata, 
l’acrilammide forma un reticolo tridimensionale sfruttato come supporto. Il gel 
utilizzato è stato fatto al 12,5%. 
Come iniziatore della reazione radicalica, è stato utilizzato l’ammonio persolfato 
(APS) e come catalizzatore della formazione di radicali liberi è stato utilizzato 
invece il TEMED (N-tretrameiletilendiammina). 
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Poiché, come detto, una molecola di SDS reca una carica negativa, ne risulta che 
tutte le proteine avranno adesso all’incirca lo stesso rapporto massa/carica. 
Pertanto, applicando una differenza di potenziale a 90° rispetto alla prima corsa, 
esse potranno dare luogo ad un nuovo processo di migrazione su gel, nel quale 
migreranno grazie al fatto di essere cariche (negativamente) e daranno luogo a 
separazione basata esclusivamente sulla differenza di massa.  
 
 
 
    Figura N. 4.2: La separazione delle proteine mediante prima e seconda dimensione. 
 
Le proteine verranno attratte tutte verso il polo positivo del gel con una mobilità 
proporzionale al rapporto massa/carica che, tuttavia, è lo stesso per tutte le 
proteine (a massa grande corrisponde in proporzione quantità di carica elevata; 
a massa piccola corrisponde in proporzione quantità di carica bassa). A fare la 
differenza nella mobilità elettroforetica delle proteine sono le forze di attrito, col 
gel che funge da “setaccio molecolare” che separa le molecole solo sulla base del 
peso molecolare: proteine più grosse subiranno maggiore attrito e migreranno 
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più lentamente verso il lato positivo rispetto alle proteine più piccole, che 
riusciranno a passare più facilmente attraverso le maglie del gel e quindi, 
migreranno più velocemente. 
 
 
1.8.2 LA SPETTROMETRIA DI MASSA (MS) 
 
La spettrometria di massa è una tecnica molto più affidabile, sensibile e 
rapida dei precedenti criteri di identificazione basati su composizione in 
amminoacidi o determinazioni della sequenza N-terminale. 
Questa tecnica è il passaggio finale dell’analisi e consente l’identificazione e 
l’analisi quantitativa di una molecola a partire dalla conoscenza della sua massa, 
basandosi sui fondamenti della chimica analitica. 
Alla fine della corsa ciò che osserviamo nel gel (con l’ausilio di coloranti) è un 
insieme di “chiazze”, o “spot”: ad ogni spot corrisponde presumibilmente un solo 
tipo di proteina.  
L’identificazione di una proteina mediante spettrometria di massa avviene 
attraverso l’analisi di peptidi generati utilizzando proteasi specifiche. Proteine 
con diversa sequenza amminoacidica, in seguito all’azione di una proteasi 
specifica, generano un insieme discreto di peptidi, definiti dalla loro massa, che 
è unico per quella proteina. 
La banda proteica di un gel bidimensionale, colorata secondo una tecnica che non 
interferisce con l’analisi spettroscopica, viene direttamente trattata con proteasi 
e la miscela peptidica ottenuta viene analizzata con lo spettrometro di massa, 
che ne misura il peso molecolare.  
La tripsina è una proteasi specifica che catalizza il taglio proteolitico del legame 
peptidico in cui il carbonile del legame peptidico è di una arginina oppure di una 
lisina. Pertanto, tutti i frammenti peptidici che si formeranno a seguito della 
digestione della proteina avranno come primo amminoacido l’arginina o la lisina.  
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I frammenti ottenuti dalla digestione con tripsina vengono poi analizzati con lo 
spettrometro di massa.  
In base allo spettro ottenuto, un programma assegnerà ad ogni picco un dato 
peso molecolare, a cui può corrispondere più di una sequenza amminoacidica. 
Il PM rilevato dallo strumento viene confrontato con standard di molecole già 
riconosciute in laboratorio, per poter essere identificato.  
Se gli spettri sono paragonabili si arriva all’identificazione, che è sempre 
putativa, dedotta. In realtà è difficile trovare un accordo del 100% ma se vi è 
corrispondenza per il 50-70%, allora l’identificazione si ritiene accettabile. 
 
Il principio su cui si basa la spettrometria di massa è la possibilità di separare 
una miscela di ioni secondo il loro rapporto massa/carica (m/z), generalmente 
tramite campi magnetici statici o oscillanti. 
Per poter essere separati secondo questa tecnica, atomi e molecole devono essere 
volatilizzate e ionizzate, in modo da formare ioni con carica positiva o negativa 
che si possano muovere liberamente nel vuoto. La ionizzazione del campione 
avviene facendo loro attraversare un fascio di elettroni ad energia nota generati 
da uno strumento chiamato sorgente, che può essere di diverso tipo. 
Il primo passo nell’utilizzo dello spettrofotometro è l’inserimento del campione 
proteico (opportunamente separato con le tecniche precedenti) all’interno dello 
strumento il quale provvederà a ionizzare le proteine creando cariche unitarie 
positive.  
Il passo successivo è la creazione del vuoto, in questa condizione gli ioni vengono 
fatti passare da un analizzatore. La loro carica viene conservata e addirittura 
amplificata da un rivelatore.  
La presenza di un campo elettromagnetico comporta deviazioni degli ioni in 
proporzione alla loro carica e alla loro massa. Il collegamento della parte finale 
dello strumento con un sistema informatico permette l’interpretazione e 
l’elaborazione dei risultati misurando il percorso delle proteine ionizzate.  
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Il lavoro si può concludere con la creazione di grafici digitali confrontabili con 
quelli presenti nelle banche dati. Questo sistema permetterà un’analisi proteica 
quali-quantitativa di un campione.  
 
Spesso per l’analisi in proteomica viene utilizzato come sistema di ionizzazione 
il MALDI (Matrix Assisted Laser Distorption Ionization), in cui si sfrutta un 
brevissimo ma intenso impulso di luce laser ultravioletta per indurre la 
produzione di ioni molecolari protonati degli analiti.  
Di solito le sorgenti MALDI sono accoppiate ad analizzatori a tempo di volo (TOF 
– Time Of Flight), che misurano il rapporto massa/carica degli ioni generati nella 
sorgente, sulla base del tempo che questi impiegano per percorrere uno spazio 
definito.  
Gli ioni provenienti dalla sorgente vengono accelerati da un forte campo 
elettrico, di 20 kV, all’uscita del quale hanno tutti la stessa energia cinetica, ma 
una differente velocità, a seconda della loro massa. 
L’analizzatore TOF si basa su un principio molto semplice: poiché tutti gli ioni 
sono sottoposti ad uno stesso campo elettrico, gli ioni con rapporto massa/carica 
maggiore (più pesanti) raggiungono una velocità minore rispetto agli ioni con 
rapporto m/z minore. 
Gli ioni, una volta separati dall’analizzatore sulla base del loro rapporto m/z, 
vengono raccolti da un rivelatore. Questo è costituito da una serie di elettrodi 
che ha lo scopo di amplificare il segnale, il quale è proporzionale al numero degli 
ioni presenti.  
Il sistema di elaborazione dati registra questi segnali elettrici in funzione del 
rapporto massa/carica e li converte in uno spettro di massa. I picchi mostrati 
nello spettro di massa dovranno essere interpretati o confrontati con standard 
di laboratorio. 
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CAPITOLO 2: SCOPO DELLA TESI 
 
Questo studio nasce in collaborazione con l’Istituto delle neuroscienze, 
appartenente al Consiglio Nazionale delle Ricerche (CNR) di Pisa. 
Poiché la sindrome da deficit del trasportatore di creatina (CCDS1) è una delle 
patologie appartenenti alle sindromi da deficit di creatina (CDS) su cui si hanno 
tutt’oggi molti dubbi per quanto riguarda l’eziopatogenesi, sarebbe utile riuscire 
ad identificare delle proteine marker significative per comprendere le cause delle 
alterazioni alla base della patologia e migliorare le terapie adottate per 
combatterla. In particolare, per questa analisi sono stati scelti i mitocondri delle 
cellule cerebrali. 
Molte sono le evidenze che ad essere coinvolti in alterazioni patologiche siano 
nello specifico i mitocondri cerebrali, poiché come abbiamo già visto, la creatina 
è coinvolta in quei tessuti dove è richiesta alta energia, e quindi cervello e 
muscoli. 
Questi organuli ultimamente sono stati rivalutati per le loro funzioni: oltre al 
ruolo centrale di “produttori di energia” per i processi vitali delle cellule, sono 
stati riconosciuti di fondamentale importanza anche nella regolazione dei segnali 
proapoptotici, nei processi di invecchiamento cellulare, nella trasmissione di 
segnali intracellulari, nella regolazione degli ioni calcio. Il diffuso e crescente 
interesse della ricerca verso questi organuli è spiegato anche dal fatto che, 
essendo presenti nella quasi totalità delle cellule, qualsiasi modifica, alterazione, 
differenza di espressione può ripercuotersi su tutti i tessuti e gli apparati. 
Alla luce di tutto ciò, il presente lavoro di tesi ha lo scopo di esaminare il 
contenuto proteico dei mitocondri cerebrali di topi knock-out per il trasportatore 
della creatina e di topi wild-type, per poter effettuare un confronto ed 
individuare analogie o differenze significative tra i due gruppi suggerendo 
correlazioni tra alterazioni mitocondriali e deficit del trasportatore di creatina. 
Comprendere se sia presente una disfunzione mitocondriale, e come tale 
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alterazione possa influire sul metabolismo energetico complessivo, può essere di 
importanza fondamentale per delineare i meccanismi patofisiologici della 
sindrome e per fornire spunti per l’approccio terapeutico.  
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CAPITOLO 3: MATERIALI E METODI 
 
 
3.1 I MATERIALI E LA STRUMENTAZIONE 
 
3.1.1 I MATERIALI 
 
L’acqua, di grado analitico, è stata filtrata mediante l’apparecchio MilliQ 
(PS Whatman®, Millipore Corporation, Maid Stone, England). Tutti i reagenti e 
i solventi sono stati acquistati dalle più comuni fonti commerciali. 
Sodio Dodecil solfato (SDS), Acrilammide per SDS-PAGE 30%, Ammonio 
persolfato, glicina sono state fornite dalla AppliChem. 
Per il Western Blot sono state utilizzate membrane di nitrocellulosa Midi format 
0.2μm specifici per l’apparecchio Trans-Blot® TurboTM, Transfer System 
(Biorad). 
La determinazione della concentrazione proteica dei campioni è stata valutata 
utilizzando uno spettrofotometro LAMBDA 25 UV/Vis Systems (PerkinElmer, 
USA) controllato dal software LAMBDA 25 (PerkinElmer, USA). 
Tra i vari tamponi impiegati in questa fase di studio, oltre all’Isolation buffer 
(Saccarosio 250 mM, Hepes 10 mM, EDTA 1mM, H2O MilliQ a volume, pH 7.4 
con NaOH), abbiamo utilizzato anche il tampone PBS, usato per il lavaggio delle 
cellule, è stato preparato con Na2HPO4 8,1 mM, KH2PO4 1,5 mM, NaCl 136,8 
mM e KCl 2,7 mM.  
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3.1.2 GLI STRUMENTI 
 
I campioni di mitocondri e tutte le soluzioni utilizzate sono stati in alcuni 
casi omogenate utilizzando un vortex (Velp Scientifica, Italia).  
Le misure del pH per la preparazione delle soluzioni tampone utilizzate sono 
state eseguite utilizzando un pH-metro modello pH 510 (XS Instruments).  
La concentrazione proteica totale dei campioni di mitocondri è stata valutata 
mediante il dosaggio proteico della Bio – Rad.  
Nel corso di protocolli d'analisi, la centrifugazione ha previsto l'utilizzo di una 
centrifuga (modello J2 -HS, Beckman), con rotore orizzontale JA 20.  
La rottura delle cellule dei cervelli di topo è realizzata tramite strokes (colpi) in 
omogeneizzatore Potter di vetro con pestello in teflon.  
L’apparecchio impiegato per l’isoelettrofocalizzazione è stato l’EttanTM 
IPGphorTM Isoelectric Focusing System (Amersham Bioscience).  
Per fare i gel è stato utilizzato il Protean Plus Multicasting Chamber (Biorad). 
L’apparecchio utilizzato per l’elettroforesi è il Protean II XL Ready Gel (Biorad) 
con alimentatore EPS 601 Power Sully (Amersham Bioscience). 
Le immagini a chemioluminescenza sono state acquisite tramite lo strumento 
ImageQuant LAS 4010 dell’azienda GE Healthcare Bio-Sciences AB (Uppsala, 
Svezia). 
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3.2 I METODI 
 
 3.2.1 LA PREPARAZIONE DEL CAMPIONE 
 
I cervelli utilizzati in questo studio, sono stati forniti dall’Istituto delle 
neuroscienze, appartenente al Consiglio Nazionale delle Ricerche di Pisa. 
 
17 WT crt 15-06-’16         A=0.44g 
20 WT crt 15-06-’16         B=0.39g 
38 WT crt 15-06-’16         C=0.43g 
 
16 KO crt 15-06-’16          1=0.44g 
36 KO crt 15-06-’16          2=0.46g 
43 KO crt 15-06-’16          3=0.39g 
 
 
PROTOCOLLO PER LA ROTTURA CELLULARE: 
 
 
Siamo partiti da circa 2.55g di cervelli di topo che vengono tagliuzzati e 
successivamente inseriti, a piccoli pezzetti, nell’omogeneizzatore potter insieme 
ad un volume di Isolation Buffer (IB, buffer di isolamento), precedentemente 
preparato, corrispondente a 10 volte il peso L’isolation buffer è costituito da 
Hepes 10 mM, EDTA 1mM, Saccarosio 250mM a pH 7.5 ed aggiungiamo inoltre 
25 μl di inibitori delle proteasi (IP) a ciascuno, che impediscono la proteolisi. 
Attraverso l’uso di un pestello in teflon abbiamo eseguito 15 strokes, cioè colpi, 
in modo tale da ottenere l’omogenato. 
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3.2.2 ARRICCHIMENTO DELLA FRAZIONE 
MITOCONDRIALE DA CERVELLI MEDIANTE 
CENTRIFUGAZIONE DIFFERENZIALE 
 
PROTOCOLLO:  
 
 Abbiamo trasferito l’omogenato in una corex  e centrifugato a 1000 g per 
10 minuti a 4° C. Terminata la centrifugazione, il sovranatante (S1) viene 
trasferito in una nuova corex; il pellet viene risospeso con 3 ml di 
Isolation buffer La sospensione che otteniamo viene trasferita 
nuovamente nell’omogeneizzatore potter, a livello del quale eseguiamo 
altri 10 strokes per migliorare la resa finale dei mitocondri.  
 L’omogenato ottenuto viene trasferito nella corex e centrifugato a 1000 g 
a 4°C per 10 minuti.  
 Terminata la centrifugazione, preleviamo il sovranatante (S2) e lo 
aggiungiamo nella corex insieme al sovranatante precedente (S1). 
Centrifughiamo S1+S2 a 1000 g a 4°C per 8 minuti, in modo tale da 
rimuovere eventuali nuclei e/o cellule non rotte.  Ottengo un 
sovranatante (S3) che centrifugo a 10000 giri per 10 minuti a 4°C.  
 Al termine della centrifugazione recuperiamo il sovranatante (S4, che 
rappresenta la frazione citosolica e il  pellet che rappresenta la frazione 
mitocondriale arricchita. I mitocondri così ottenuti, vengono lavati con 
l’aggiunta di 2 ml di isolation buffer, e successiva  centrifugazione a 
10000 g a 4°C per 10 minuti.  
 Il lavaggio viene ripetuto nuovamente. 
 I pellet dei mitocondri ottenuti dopo l’ultima centrifugazione vengono 
risospesi in IP e dosati per la determinazione del contenuto proteico. 
 Infine, vengono conservati a -80°C. 
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3.2.3 IL DOSAGGIO PROTEICO DC/BIORAD  
 
Si tratta di uno dei metodi per determinare la concentrazione proteica in un 
campione biologico. È un metodo colorimetrico, cioè basato sulla formazione di 
complessi colorati tra proteine e reagenti. L’esperimento viene effettuato a 
temperatura ambiente e prevede l’utilizzo di tre reagenti: REAGENT A (una 
soluzione contenente ioni rameici), REAGENT B (il reagente di Folin) e 
REAGENT S.  
Il principio seguito è quello di di Lowry: una soluzione di solfato di rame in 
ambiente basico va a formare complessi tetravalenti con  gli amminoacidi 
tirosina e triptofano dando una colorazione iniziale. La colorazione si diffonde 
col tempo formando ulteriori complessi tra il rame e altri amminoacidi del 
campione. Questi ultimi vanno a ridurre il reattivo di Folin-Ciocalteau (reattivo 
fosfomolibdico-fosfotungstico per i fenoli) liberando specie ridotte di colore con 
picchi massimi di assorbimento intorno ai 750 nm e minimo a 405 nm. 
Lo sviluppo di colore è dovuto agli amminoacidi tirosina e triptofano ed alla 
cisteina, cistina e istidina. 
L’intensità del colore è proporzionale alla concentrazione di proteine nel 
campione. 
Per valutare la concentrazione proteica del campione incognito è necessario 
realizzare una retta di taratura (sempre fatta in doppio) utilizzando come 
standard una proteina di riferimento a concentrazione nota, l'albumina sierica 
bovina (BSA). 
 
 Si prepara la soluzione di BSA e tampone di risospensione in modo da 
ottenere la concentrazione di 2 µg/ µl.  
 Si preparano cinque diverse concentrazioni di proteina standard in acqua 
MilliQ per costruire la retta in doppio. Il volume totale di ogni provetta sarà 
sempre 20 µl e le concentrazioni crescenti di BSA sono di 0,3 – 0,6 – 1,2 – 1,8 
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– 2 mg/ml. In base a queste concentrazioni si ottiene un intervallo di 
sensibilità entro cui dovranno cadere i valori del campione affinché l’analisi 
sia accurata.  
 Si prepara il campione scegliendo il grado di diluizione opportuna 
sospendendolo in acqua MilliQ per un volume totale di 20 µl. Nel nostro caso, 
abbiamo utilizzato le diluizioni 1:20 (19 µl di acqua MilliQ e 1 µl di campione). 
 Si aggiungono a tutte le provette 100 µl di soluzione A* (20 µl di S in 1000 µl 
di A)  
 Si agita con vortex  
 Si aggiungono a tutte le provette 800 µl di soluzione B  
 Si agita con vortex.  
 Si lascia incubare per 30 minuti a temperatura ambiente.  
 Si legge l’assorbanza allo spettrofotometro a 750 nm mediante 
spettrofotometro UV/Vis. 
 
 ACQUA MQ BSA [BSA] Microgrammi 
BSA 
BIANCO 20 µl 0 µl 0 µg/µl 0 
1 17 µl 9 µl 0.3 µg/µl 6 
2 14 µl 6 µl 0.6 µg/µl 12 
3 8 µl 12 µl 1.2 µg/µl 24 
4 2 µl 18 µl 1.8 µg/µl 36 
5 0 µl 20 µl 2 µg/µl 40 
 
Tabella N 2: Lo schema sintetizza le cinque diverse concentrazioni di BSA per costruire la retta in 
doppio. 
 
Per la lettura, dopo aver acceso il programma, inseriamo per prima una cuvetta 
contenente acqua MilliQ per azzerare; dopodiché inseriamo le altre cuvette (in 
turni da 6) e facciamo partire la lettura effettiva. 
Segniamo dunque i dati forniti dal programma indicanti la concentrazione dei 
nostri campioni. 
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La retta di taratura, la cui equazione generale è y=mx, dove x è la concentrazione 
proteica, y è l’assorbanza (media meno bianco) e m il coefficiente angolare della 
retta ottenuta con concentrazioni note di BSA (standard), ha consentito di 
ricavare dai dati di assorbanza dei campioni, le relative concentrazioni di 
proteine, basandosi sulla legge di Lambert-Beer, che stabilisce una 
proporzionalità diretta tra assorbanza e concentrazione proteica di una 
soluzione, e che graficamente assume un andamento rettilineo. 
 
 
 
Retta (BSA in IB):  y= 0.2767x    R² =0.99. 
 
1 KO      19 µg/µl 
2 KO      17.9 µg/µl 
3 KO      22.5 µg/µl 
A WT     21.9 µg/µl 
B WT     21.6 µg/µl 
C WT     16.8 µg/µl 
 
 
3.2.4 WESTERN BLOT 
 
Il passo successivo consiste nella verifica dell’effettiva estrazione dei 
mitocondri e delle altre componenti cellulari grazie alla tecnica immunochimica 
del Western Blot (WB).  
Descritta per la prima volta nel 1979 da Towbin e suoi collaboratori, questa 
tecnica è oggi utilizzata nella maggior parte delle analisi proteiche. 
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Il principio base consiste nello sfruttare la capacità delle proteine di legarsi a 
specifici anticorpi, per l’identificazione di proteine-target all’interno di una 
miscela più complessa.  
La prima fase del procedimento (perché il WB propriamente è solo il 
trasferimento delle proteine dal gel alla membrana di nitrocellulosa) è una corsa 
elettroforetica su gel SDS-PAGE che permette di separare le proteine in base solo 
al loro peso molecolare a seguito della loro denaturazione. Il Sodio Dodecil-
Solfato (detergente anionico) è 
utilizzato per denaturare e caricare 
negativamente il campione in modo 
uniforme affinchè si muova verso il polo 
positivo con una velocità inversamente 
proporzionale al peso molecolare.  
Il WB consiste nel trasferimento del 
materiale proteico dal gel ad un foglio di 
nitrocellulosa che verrà in seguito trattato con gli anticorpi. Gli anticorpi 
riconoscono e si legano solo a specifiche sequenze amminoacidiche (gli epitopi). 
Trattando il campione con l’anticorpo primario che è diretto verso la proteina di 
interesse, sarà possibile riconoscerla all’interno di un campione. L’anticorpo 
secondario porta, legato nella sua struttura, un enzima in modo da soddisfare 
due esigenze: mentre l’anticorpo riconosce e si attacca al primario (che ha già 
legato la proteina), l’enzima costituisce il “sistema di rivelazione” poiché 
permette una reazione colorimetrica o di chemioluminescenza con cui si 
evidenzia l’effettiva formazione del complesso. 
 
 
 
 
Figura N 5.1: Azione dell'SDS sulle proteine: 
denaturazione e caricamento negativo. 
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PROTOCOLLO: 
 
 Si prepara il Running gel al 12% i cui ingredienti sono:  
o Acqua MilliQ  
o Tris buffer pH 8.8  
o miscela di acrilamide e bis-acrilamide 30%  
o Ammonio persolfato (APS) 10% 
o SDS 20%  
o Temed  
La percentuale indica la grandezza dei pori del gel che si forma grazie ad un 
processo di polimerizzazione di una soluzione con percentuali variabili di 
acrilammide e N,N’- metilen-bis-acrilammide.  
Acrilammide -> CH2=CH-CO-NH2 N,N'-metilen-bis-acrilammide -> CH2=CH-
CO-NH-CH2-NH-CO-CH=CH2. 
La percentuale di queste due componenti è inversamente proporzionale alla 
dimensione dei pori.  
 Si cola il running gel tra i due vetri di supporto separati da uno spaziatore 
precedentemente lavati con Etanolo 70% e montati sui supporti.  
 Si ricopre con gocce di butanolo su tutta la superficie.  
 Una volta avvenuta la polimerizzazione si lava via il butanolo con acqua.  
 
 Si prepara lo stacking gel con:  
o Acqua MilliQ;  
o Tris buffer pH 6.8;  
o Acrilammide 30%;  
o APS 10%;  
o Temed.  
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 Si cola questo secondo gel sopra il precedente già polimerizzato inserendo 
subito l’apposito pettinino per ottenere i pozzetti di caricamento. 
Lo stacking gel differisce dal running per forza ionica, pH e per la maggior 
porosità. Quest’ultima caratteristica consente alle proteine dei campioni di 
impaccarsi in una banda sottile prima di passare nel running gel durante la 
corsa.  
 
 
Figura N 5.2: Strumentazione SDS-Page con i due tipi di gel ed i pozzetti formati. 
 
 
 Mentre lo stacking gel polimerizza, si procede con la preparazione dei 
campioni e dello standard: in questa fase si utilizzano Laemmli buffer a 
diverse concentrazioni (a seconda delle necessità) le cui componenti sono:  
o Tris-HCl;  
o Glicerolo per permettere una densità ottimale nel caricamento;  
o SDS, agente denaturante che, con le sue proprietà di detergente 
anionico, rompe i legami proteici non covalenti;  
o β-mercaptoetanolo, rompe i ponti di-solfuro delle proteine;  
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o Blu di bromofenolo, colorante utile per visualizzare la corsa.  
 Una volta preparate le varie diluizioni di Laemmli, si sospendono i campioni 
(scegliendo i volumi in base alla concentrazione) in modo da ottenere un 
volume di caricamento totale di 20 µl (3 µl + 17 µl) ad eccezione dello 
standard che ha sempre un volume di 5 µl ed ha composizione fissa: 1 µl STD 
+ 4 µl Laemmli 1x. 
Lo standard utilizzato in questo caso è il “Biotinylated Ladder”. 
 I campioni una volta risospesi nella Laemmli devono essere bolliti a 
bagnomaria per 5 minuti.  
 Prima di caricare è opportuno aggiungere il tampone di corsa all’interno della 
camera elettroforetica (Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad) fino al livello 
indicato in base al numero dei gel. Il tampone di corsa utilizzato è il Running 
Buffer 1x (ottenuto per diluizione del 10x) ed è costituito da:  
o Glicina 19.2 mM,  
o Tris 2.5 mM,  
o SDS 0.01%,  
o Acqua per preparazioni biologiche  
 Si può adesso procedere con il caricamento nei pozzetti del gel dei campioni 
e dello standard preparati.  
 È possibile a questo punto dare inizio alla corsa in due step:  
1. primi 15 minuti a 8 mA per gel,  
2. restante tempo della corsa a 20 mA per gel. 
 
A termine della corsa si annotano i parametri ottenuti visualizzati 
sull’alimentatore (332 V, 20mA, 7W per un totale di 2 h e 53) e si inizia il 
trasferimento del materiale proteico dal gel al foglio di nitrocellulosa 0.2 µm che 
rende fissa la posizione della proteina e la rende più accessibile all’anticorpo con 
cui verrà trattata.  
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Il trasferimento avviene attraverso un altro passaggio di corrente elettrica 
dovuta ad interazioni idrofobiche. Questa fase è detta blot ed ha durata di 15 
minuti. 
Si tolgono i gel dai supporti e si procede alla creazione di un sandwich utilizzando 
il kit prefabbricato della Bio-Rad. Il sandwich è formato, in ordine, da: carta 
imbevuta di soluzione di trasferimento, gel, membrana di nitrocellulosa, carta. 
Prima di posizionare il secondo strato di carta è necessario eliminare con un rullo 
le bolle d’aria che si formano fra la nitrocellulosa e il gel. 
Si inserisce il sandwich nella cassettina dell’apparecchio per il blot e si avvia il 
programma preimpostato, che prevede un amperaggio di 2,5 A. 
Il meccanismo è simile a quello della corsa elettroforetica: applicando un campo 
elettrico in cui il gel è più vicino al catodo e la nitrocellulosa all’anodo, le proteine 
(caricate negativamente per la presenza di SDS) dal gel si trasferiscono al 
foglietto di nitrocellulosa. 
 
 
Figura N. 5.3: Illustrazione della fase di blot: trasferimento su nitrocellulosa. 
 
 La prossima fase è quella di blocking.  
Per le sue caratteristiche, tutta la membrana di nitrocellulosa è altamente 
ricettiva alle proteine ed è in grado di legarle anche per semplice contatto. 
Questa fase ha la funzione di impedire legami aspecifici tra l’anticorpo e i siti 
liberi della membrana che viene saturata dalle proteine del latte presenti 
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nella soluzione.  Questo permette, quando è aggiunto l’anticorpo, di non 
avere spazio sulla membrana per esso e fa sì che si leghi solo al proprio 
antigene. Ciò porta a risultati più puliti, e elimina i falsi positivi. 
Perciò, prima della reazione con gli anticorpi, si sottopone la membrana di 
nitrocellulosa al trattamento con una soluzione PBS-Milk (soluzione di 
blocking), che ha la seguente composizione: 
o Milk 3%  
o Tween 0,2%  
o PBS pH 7,5 fino a volume (NaH2PO4 2H2O 10 mM, NaCl 0,9%, H2O per 
preparazioni biologiche fino a volume). 
Si lascia in agitazione a temperatura ambiente per un’ora. 
La miscela proteica si va a legare su tutte le zone della membrana di 
nitrocellulosa su cui non sono legate le proteine provenienti dal gel, saturando i 
siti aspecifici. 
 
A fine blocking, si passa al trattamento con gli anticorpi. 
Si lascia in incubazione la membrana di nitrocellulosa per 2 ore con una miscela 
di PBS-BSA 5% - TWEEN 0,1% addizionata dell’anticorpo primario. 
L’anticorpo utilizzato in questo caso è l’Organelle detection western blot 
cocktail” (abcam) ed è una miscela di 4 anticorpi ciascuno dei quali è specifico 
per una componente cellulare:  
o Anti Na+-K+ATPasi per la membrana citoplasmatica;  
o Anti-ATP5A per il mitocondrio  
o Anti-GAPDH per il citosol  
o Anti-Histone H3 per il nucleo 
 La diluizione da fare per questa miscela di anticorpi in PBS-milk è 1:250   
Trascorse le due ore, si effettuano 4 lavaggi da 10 minuti con PBS-Milk.  
Si procede con gli anticorpi secondari: 
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o un anti-mouse diluito 1:10.000 in PBS-milk per riconoscere l’anticorpo 
primario dei campioni; 
o un anti-biotina diluita 1:5.000 per riconoscere la biotina presente nello 
standard. 
 
 
Figura N. 5.4:  Riassunto schematico dei passaggi che si effettuano sul foglio di nitrocellulosa. 
 Si lascia in incubazione per 1 ora e al termine si effettuano una serie di 
lavaggi: 
a) 4 lavaggi con PBS-milk da 10 minuti l’uno 
b) 2 lavaggi con PBS da 5 minuti l’uno  
c) 1 lavaggio con acqua da un minuto.  
 
L’ultima fase è la rilevazione delle bande con un sistema ottico ed eventualmente 
la loro misura densitometrica per ottenere una stima semiquantitativa 
dell’abbondanza relativa delle bande. 
Il sistema oggi più comunemente impiegato è quello della chemiluminescenza 
(enhanced chemiluminescence, ECL) mediante l’uso di Luminolo (ECL Kit, 
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Perkin Elmer), che esibisce la sua luminescenza se trattato con un agente 
ossidante. 
La membrana di nitrocellulosa viene dunque incubata per 1 minuto con luminolo 
turbo e ossidante in modo che riveli le proteine, al buio. 
Si asciuga scolando delicatamente la nitrocellulosa su carta assorbente e si pone 
su pellicola trasparente su un piatto di sviluppo e si acquisisce l’immagine 
tramite ImageQuant LAS 4000. 
 
 
3.2.5 L’ELETTROFORESI BIDIMENSIONALE 
  
3.2.5.1 LA PRIMA DIMENSIONE 
 
In questo primo passaggio si utilizzano strip lineari di 18 cm con gradiente di pH 
3 – 10.  
 Si preparano in eppendorf i diversi campioni di mitocondri (tre per i 
campioni ottenuti dai topi knock-out e tre per quelli wild-type), ciascuno 
ottenuto prelevando aliquote uguali in µg di proteine. Quindi, si prelevano 
250 µg di proteine e si portano ad un volume finale di 450 µl con soluzione 
di reidratazione (Urea 7 M, Tiourea 2M, Chaps 4%, Blu di bromofenolo e 
acqua MilliQ) + DTT 0,1%. 
 La composizione della soluzione di reidratazione contiene un agente 
denaturante e solubilizzante (urea), un detergente non ionico o zwitterionico 
(CHAPS), ed un tracciante colorato (blu di bromofenolo), a cui si aggiunge 
un agente riducente (ditiotreitolo, DTT).  
 Si lascia incubare per due ore a temperatura ambiente al fine di solubilizzare 
le proteine, vortexando spesso. Si aggiungono poi gli anfoliti con gradiente 
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di pH 3-10 (1,2%). Si caricano i campioni a goccioline lungo tutta la superficie 
degli alloggiamenti del Reswelling Tray. 
 Si immergono le strips con il gel rivolto verso il basso in contatto col 
campione.  
 Si ricopre l’intera superficie con olio minerale per diminuire il più possibile 
l’evaporazione e la cristallizzazione dell’urea. Si lascia idratare per 24 ore a 
temperatura ambiente in maniera passiva. 
 Lo strumento usato per la prima dimensione è l’IPGphor (American 
Biosciences). Una volta trascorse le 24 ore necessarie per l’idratazione e 
prima di iniziare la prima dimensione, si trasferiscono le strip dal reswelling 
tray al manifold, un dispositivo in ceramica d’ossido di alluminio che 
costituisce l’alloggiamento in cui avverrà la corsa.  
 
Figura N 6.1: Gli strumenti utilizzati 
per la prima dimensione: il 
Reswelling Tray, sulla sinistra, e 
l’IPGphor, sulla destra (utilizzato per 
l’isoelettrofocalizzazione). 
 
 
 
 
 
 Si dispongono, in corrispondenza di anodo e catodo delle strip, gli electrode 
pads (rettangolini di una particolare carta per IEF) precedentemente bagnati 
con 150 µl di acqua MilliQ. I pads sono necessari per assorbire i possibili 
precipitati di derivazione ionica e proteggere gli elettrodi.  
 Si ricopre con olio minerale  
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 Si posizionano correttamente gli elettrodi in corrispondenza dei pads e si 
aziona lo strumento per iniziare la prima dimensione i cui parametri finali 
sono: 8.000 V, 75.335 vhrs tot, 80 µA per un tempo totale di 15,10 h. 
 
 
3.2.5.2 L’EQUILIBRATURA DELLE STRIP  
 
Al termine della corsa, prima di separare le proteine in base alla dimensione, 
si effettua l’equilibratura delle strip in una soluzione fortemente denaturante per 
risolubilizzare le proteine e favorirne il trasferimento dalla prima alla seconda 
dimensione (Gorg et al., 1987). 
 
Questo processo si svolge sotto oscillazione e a temperatura ambiente e consiste 
in due incubazioni da 10 minuti ciascuna delle strip con due soluzioni una di 
seguito all’altra: 
o nella prima, le strips vengono trattate con una soluzione contenente 
sodio dodecilsolfato (SDS) e DTT, per denaturare e ridurre le 
proteine;  
o nella seconda, si usa la stessa soluzione in cui il DTT è sostituito dalla 
iodoacetamide, per l’alchilazione dei gruppi sulfidrilici e per inibirne 
una eventuale riossidazione.  
Le due soluzioni sono:  
o 10 ml di SDS Equilibration Buffer + DTT 1% per mantenere le 
proteine nello stato ridotto  
o 10 ml di SDS Equilibration Buffer + IAA (Iodoacetammide) 2,5% per 
alchilare i gruppi tiolici e prevenirne la riossidazione 
nell’elettroforesi.  
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La composizione del SDS Equilibration Buffer è:  
o Tampone Tris-HCl 50 Mm, pH 8,8, soluzione equilibrante che permette 
di mantenere le strip entro un certo range di pH appropriato per 
l’elettroforesi;  
o Urea 6 M e Glicerolo (30%), per evitare le interferenze dovute alle cariche 
fisse delle strip che potrebbero alterare il trasferimento delle proteine nel 
gel della seconda dimensione;  
o Sodio Dodecil-Solfato (2%) detergente anionico utilizzato anche nella 
preparazione dei gel del WB, responsabile della denaturazione delle 
proteine e del conferimento di cariche negative in modo che la velocità 
della cosa sia inversamente proporzionale alla massa; 
o Blu di bromofenolo (1%) colorante per visualizzare la corsa 
elettroforetica  
o Acqua MilliQ.  
 
Poiché la seconda dimensione consiste in una corsa elettroforetica su gel di 
poliacrilammide al 12,5% si prepara il gel in modo da poterlo utilizzare subito 
una volta terminata la prima dimensione nell’ IPGphor. 
La composizione del gel è:  
o Acqua MilliQ  
o Tris-HCl pH 8,8  
o Acrilammide 
o APS  
o Temed 
 
Una volta addizionate tutte le componenti si cola la soluzione ottenuta tra due 
lastre di vetro di 20 cm x 20 cm x 1,5 mm appositamente lavate e montate su 
supporti, mantenute parallele e separate da sottili spaziatori di plastica. 
Normalmente il gel ha uno spessore di 0,8-1,5 mm e le sue dimensioni dipendono 
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dalla risoluzione che si vuole ottenere. Per concludere il lavoro di colatura del 
gel, viene depositata una piccola quantità di butanolo sulla superficie del running 
gel (lo stacking gel in questo caso non serve) per ottenere una superficie piatta e 
si lascia polimerizzare.  
 
Si prepara infine, in previsione della seconda dimensione, anche il Running 
Buffer (diluizione 1:10 della soluzione stock 10X). È importante che questa 
soluzione venga usata fredda, per questo è consigliabile prepararla almeno il 
giorno prima dell’utilizzo e mantenerla a 4°C fino al momento dell’utilizzo. Il 
Running Buffer ha la seguente composizione:  
o Tris base 25mM,  
o Glicina 192 mM,  
o SDS 0.1%  
o Acqua per preparazioni biologiche 
 
 
3.2.5.3 LA SECONDA DIMENSIONE 
  
A fine equilibratura, le strip vengono posizionate sulle lastre con il gel 
rivolto verso l’alto e fatte aderire bene al vetro in contatto con il gel 
polimerizzato. Le strips sono bloccate colando una soluzione di agarosio 0,1% 
riscaldata.  
Una volta pronte camera e lastre, si procede con il montaggio di queste sugli 
appositi supporti e si riempie la camera con il Running Buffer 1x.  
Si può dare inizio alla corsa elettroforetica della seconda dimensione, che viene 
condotta in condizioni di amperaggio costante. Anche in questo caso ci sono due 
step caratterizzati da amperaggi diversi:  
1. Primi 15 minuti 15 mA per gel,  
2. Restante tempo della corsa 40 mA per gel. 
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La corsa finisce nel momento in cui il fronte, evidenziato dal blu di bromofenolo, 
esce dal fondo del gel. 
 
 
3.2.5.4 LA COLORAZIONE ED ACQUISIZIONE DELLE 
IMMAGINI 
 
Le proteine non sono colorate, quindi per osservare le bande è necessario 
evidenziarle. 
 Giunti al termine della corsa, dopo aver annotato i parametri (399 V, 240 
mA, 96 W per un totale di 4 h e 08), uno dei due vetrini viene tolto e viene 
tagliato l’angolo in basso a sinistra di ogni campione, 
per riconoscere in seguito in maniera univoca il loro orientamento. 
Ogni gel viene posizionato all’interno di vasche di opportune dimensioni dove 
saranno aggiunti 200 ml di soluzione di fissaggio e vi rimarranno per 1 ora sotto 
agitazione a temperatura ambiente. La soluzione di fissaggio è costituita da:  
o Acido fosforico 1%,  
o Etanolo 30%  
o Acqua per preparazioni biologiche  
 La colorazione che si deve effettuare nel passaggio successivo consiste nel 
trattamento di ogni gel con 200 ml di soluzione di fissaggio in cui è presente 
un colorante fluorescente alla concentrazione 1 uM. I gel, una volta sommersi 
in questa soluzione, sono tenuti per una notte in agitazione e al buio (dal 
momento che il colorante è fotosensibile).  
 Il colorante usato è il rutenio (ruthenium II tris tetrasodium salt), un 
colorante scelto per la sua linearità, la sua stabilità nel tempo, ma soprattutto 
per la sua compatibilità con la spettrometria di massa.  
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 La mattina successiva si effettua la decolorazione dei gel: si sostituisce la 
soluzione con il colorante con un’altra soluzione di fissaggio di acido 
fosforico, etanolo ed acqua (senza rutenio in questo caso) mantenendo le 
stesse concentrazioni e lo stesso volume di 200 ml per gel. Si lascia in 
agitazione per 5 ore a temperatura ambiente.  
 Ultimo passaggio prima dell’acquisizione è un trattamento con acqua per 
preparazioni biologiche per 15 minuti sotto agitazione e a temperatura 
ambiente.  
 Si utilizza lo strumento Image-Quant LAS4010 (GE Health Care) per 
acquisire l’immagine del gel sfruttando il fenomeno della fluorescenza, a 8 e 
16 secondi. 
 
 
3.2.6 L’ANALISI DEI GELS TRAMITE SAME SPOT 
 
L’analisi comparativa dei gels è stata effettuata utilizzando un software 
dedicato all’analisi di immagine: il Same Spot (TotalLab). Con questo programma 
è possibile allineare i vari gel acquisiti. Si raggruppano e si distinguono le 
immagini dei gel dei “topi knock-out” da quelle dei “topi wild-type” in modo da 
poterle confrontare.  
Il sistema informatico individua e seleziona automaticamente tutti i possibili 
spot sull’immagine acquisita. Le prime operazioni di allineamento vengono 
svolte manualmente.  
Il sistema informatico è in grado di eliminare la variabilità intraclasse e di dare 
un elenco di spots che dal confronto delle due classi risultano differenzialmente 
espressi in modo significativo. Il programma è in grado infatti di effettuare anche 
un’analisi statistica ANOVA fornendo oltre all’entità di variazione (fold) nella 
densità ottica degli spots messi a confronto, altri parametri statistici quali il p 
value ed il q value. 
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3.2.7 LA DIGESTIONE CON TRIPSINA 
 
Gli spot di interesse sono stati tagliati dal gel e trasferiti in eppendorf a cui  sono 
stati aggiunti 50 ul di etanolo 10%, poi congelati fino al momento della 
digestione con tripsina.  
La digestione viene effettuata nella cappa cellulare.  
 Dopo aver fatto scongelare gli spots, andiamo a togliere l’etanolo 10%, 
poi aggiungiamo 50 µl di Wash Buffer: La soluzione di Wash Buffer è 
costituita da: 
o Ambic (ammonio bicarbonato NH4HCO3) 25 mM 
o ACN (acetonitrile) 50% 
 si lascia in incubazione per 20 minuti; 
 si toglie il wash buffer e se ne riaggiungono altri 50 µl e si lascia in 
incubazione per 20 minuti; 
 si toglie il wash buffer e gli spots si lasciano asciugare in un concentratore 
Speed Vac per pochi minuti. 
I frammenti di gel sono stati reidratati con 50 µl di una soluzione di DTT 10 mM 
in Ambic 100 mM: la reazione di riduzione è stata eseguita per 15 minuti a 56°C. 
 Si lascia raffreddare e andiamo a togliere la soluzione di DTT (soluzione di 
riduzione); 
 Subito dopo, si aggiungono 50 µl di Iodacetammide (IAA) 55 mM in Ambic 
100 mM 
 Si lascia in incubazione al buio per 15 minuti, in cui avviene la reazione di 
alchilazione; 
 A questo punto si procede al lavaggio degli spots: 
 Si rimuove la soluzione di IAA e si aggiungono 50 µl di wash buffer, da 
lasciare in incubazione per 15 minuti; 
 Si rimuove il wash buffer e si aggiungono altri 50 µl da lasciare in 
incubazione per altri 15 minuti; 
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 Si rimuove il wash buffer e gli spots vengono fatti asciugare nello Speed Vac. 
 Digestione con Tripsina: 
 I frammenti di gel sono stati reidratati aggiungendo 30 µl di tripsina 3 ng/µl 
in Ambic 100 mM; 
 Si lascia in incubazione in ghiaccio per 30 minuti; 
 Si trasferisce a 37° per 16 ore. 
La mattina seguente, si stoppa la reazione utilizzando 3,8 µl di acido 
trifluoroacetico (TFA) 10% e la miscela viene conservata in eppendorf a -80°C 
fino al momento della spedizione. I peptidi così ottenuti saranno analizzati in 
spettrometria di massa per permettere l’identificazione della proteina.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
64 
CAPITOLO 4: RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
La sindrome da deficit del trasportatore di creatina (CCDS1) è uno degli 
errori congeniti del metabolismo della creatina, causato da mutazioni del gene 
SLC6A8, responsabile del deficit del trasportatore, insieme ai deficit di biosintesi, 
il cui fenotipo è caratterizzato da ritardo mentale, crisi epilettiche, disturbi 
comportamentali e del movimento autistico-simili, e disturbi del linguaggio e 
della parola. 
Nonostante non sia una patologia che rappresenta un pericolo per la vita, nel 
complesso ne limita la qualità e l’aspettativa. 
La diagnosi si basa su dosaggi biochimici, ma tuttora non esiste un trattamento 
efficace.  
L’eziologia è sconosciuta e alcune ipotesi proposte si basano sul presupposto che 
disfunzioni mitocondriali possano essere critiche per la sua fisiopatologia.  
  
Alla luce delle fonti di letteratura che suggeriscono un ruolo del mitocondrio in 
questa patologia e del coinvolgimento del nostro gruppo di ricerca nel progetto 
internazionale proteoma umano (HPP – Human Proteome Project, che vede 
l’Italia responsabile della definizione del proteoma mitocondriale), lo studio 
proteomico della CCDS1 si è focalizzato sul mitocondrio. Dal cervello dei topolini, 
mediante omogeneizzazione meccanica e una serie di centrifugazioni 
differenziali, abbiamo eseguito un arricchimento mitocondriale, del quale siamo 
andati ad indagare il profilo proteico. 
Scopo del mio lavoro di tesi è stato quello di condurre un’analisi preliminare su 
un gruppo di 3 modelli murini knock-out per il trasportatore della creatina, 
confrontandone il profilo proteico mitocondriale con quello dei 3 modelli wild-
type, al fine di individuare analogie o differenze significative tra i due gruppi.  
 
 
65 
La scelta del tipo di modello utilizzato è legata al fatto che è documentato che i 
modelli murini sono un ottimo modello nello studio delle sindromi da deficit di 
creatina.  
 
 
4.1 RISULTATI DELL’ARRICCHIMENTO 
MITOCONDRIALE 
 
L’arricchimento mitocondriale è stato valutato tramite Western Blot 
utilizzando un cocktail di diversi anticorpi, ognuno dei quali specifico per una 
differente componente subcellulare. Dall’immagine della membrana di 
nitrocellulosa (Figura N. 7.1), si può notare l’avvenuto arricchimento 
mitocondriale osservando la banda a circa 60 kDa (proteina mitocondriale 
ATP5A), mentre la banda a circa 15,5 kDa (proteina nucleare istone H3) è molto 
debole quindi la contaminazione da nuclei può essere esclusa. 
La banda a circa 36 kDa (proteina citosolica gliceraldeide 3-fosfato 
deidrogenasi), che rappresenta la componente citosolica, è visibile, confermando 
il fatto che separare tale componente da quella mitocondriale risulta complesso 
e che si possono eseguire eventualmente ulteriori lavaggi del pellet 
mitocondriale per ridurre la contaminazione. La banda corrispondente alle 
membrane plasmatiche, che si trova a circa 113 kDa (pompa sodio potassio 
ATPasi), è abbastanza presente.  
L’arricchimento mitocondriale costituisce un passaggio molto arduo, dal 
momento che questi organelli hanno interazioni con altri compartimenti 
subcellulari e con il citoscheletro. Quindi, anche se i mitocondri vengono ben 
frazionati, contaminanti proteici, in particolare dal reticolo endoplasmatico e 
dalla membrana plasmatica, non possono essere completamente rimossi dal 
campione.  
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Figura N. 7.1: Immagine del western blot delle preparazioni mitocondriali.  
 
 
4.2 SEPARAZIONE DELLE PROTEINE MITOCONDRIALI 
TRAMITE ANALISI BIDIMENSIONALE E COMPARAZIONE 
DEI PROFILI WILD-TYPE (WT) E KNOCK-OUT (KO)  
 
La separazione delle proteine mitocondriali è stata eseguita tramite 
analisi bidimensionale, come descritto in materiali e metodi.  
L’elettroforesi è stata condotta su tre replicati biologici per condizione (3 animali 
wild-type e 3 knock-out).  
La riproducibilità delle mappe bidimensionali è un prerequisito essenziale per 
un’accurata analisi proteomica: è necessario avere un numero sufficiente di 
campioni biologici di partenza su cui svolgere un numero di repliche, che 
consenta di effettuare successivamente un’analisi statistica dei risultati: quando 
si confrontano due condizioni, è importante analizzare dai 3 ai 9 replicati per 
ogni condizione. 
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Un’immagine rappresentativa di un pattern di proteine mitocondriali da 
cervello di topo KO è riportato in FIGURA N. 7.2. 
 
 
 
 
FIGURA N. 7.2 Immagine ottenuta dall’elettroforesi bidimensionale dei mitocondri da topo KO, 
con evidenziati alcuni spots proteici riconosciuti. 
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L’analisi comparativa è stata condotta con il programma Progenesis Same 
spots (TotalLab).  
Nel complesso abbiamo trovato che 77 spots sono risultati differenzialmente 
espressi in modo significativo. Per tutti gli spots, abbiamo riscontrato che quelli 
provenienti dai topi KO risultavano più intensi rispetto a quelli provenienti dai 
topi WT.  
Tra gli spots differenzialmente espressi in modo significativo, sono stati 
selezionati alcuni da tagliare dal gel ed inviare alla spettrometria di massa. Gli 
spots tagliati dal gel (29) presentano un’intensità maggiore nei campioni knock-
out e dei fold nel range 1,2 – 6,8.  La Figura N. 7.6 riporta alcuni degli spot tagliati 
che sono stati inviati per l’identificazione. 
 
I risultati degli spots più rilevanti sono riportati in tabella e negli istogrammi 
(Figure N. 7.3, 7.4, 7.5).  
In tabella N.3 sono indicati il numero dello spot, il valore di p value ottenuto 
dall’analisi statistica, i valori medi dell’intensità del singolo spot (espresso come 
volume normalizzato sull’intensità di tutti gli spot presenti in un gel) ed il fold 
di variazione ottenuto dal rapporto della media del volume nei KO rispetto ai 
WT.  
 
# 
Anova 
(p) Fold Volumes 
      WT KO 
2110 0,0080 6,8 627800 4284000 
706 0,0082 1,3 1075000 1450000 
1610 0,0105 1,4 718400 980900 
1645 0,0120 1,6 160200 250700 
1945 0,0130 1,8 139100 250300 
1823 0,0170 5,3 338800 1804000 
1225 0,0180 1,3 515200 679800 
1329 0,0200 1,5 274600 398800 
1653 0,0230 1,4 325400 446100 
2319 0,0232 2,7 229200 621500 
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1616 0,0240 1,7 180600 315300 
2016 0,0250 1,6 420800 689900 
1581 0,0260 1,2 221700 271400 
2264 0,0320 2,9 321400 936400 
673 0,0333 1,4 771700 1065000 
749 0,0342 1,3 2024000 2554000 
2033 0,0380 1,7 271200 461300 
1916 0,0380 2 241600 477300 
660 0,0395 1,2 1048000 1263000 
2007 0,0400 1,5 388500 584800 
1921 0,0420 1,8 367800 652500 
2049 0,0430 1,7 2662000 4529000 
2331 0,0450 2 279400 553700 
2062 0,0470 3,4 1490000 5103000 
1627 0,0480 2,1 255900 529300 
1562 0,0480 1,6 114300 187400 
1947 0,0480 2,3 238000 545100 
1571 0,0483 1,4 925500 1268000 
2316 0,0490 2,2 451400 989000 
 
TABELLA N.3: Alcuni spots differenzialmente espressi risultanti dal confronto KO vs WT. 
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FIGURE N. 7.3, 7.4, 7.5: Istogrammi relativi al volume degli spots differenzialmente espressi con 
variazione significativa (p-value ≤ 0,05) nel confronto KO vs WT.  
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Figura N. 7.6: Immagini rappresentative di alcuni spots tagliati ed inviati per l’identificazione in 
spettrometria di massa.  
 
Gli spots sono stati inviati al laboratorio di Proteomica e Metabolomica della 
Fondazione Santa Lucia (Roma; Prof. Urbani) per l’identificazione tramite Liquid 
Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS). Al momento siamo in attesa dei 
risultati. 
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4.3 CONCLUSIONE 
 
In conclusione, questi dati preliminari suggeriscono la presenza di 
differenze di espressione nelle proteine mitocondriali dei topi KO confermando 
l’ipotesi di un ruolo del mitocondrio in questa patologia.  
L’ipotesi è che un’alterata attività mitocondriale, associata ad un deficit 
energetico, determini difetti nella funzione cellulare, causa della patologia.  
Chiaramente lo studio andrà ampliato per includere un maggior numero di 
animali e confermare che esistono effettivamente alterazioni di proteine 
mitocondriali alla base della sindrome. 
Questo ci consentirebbe di identificare un pannello di proteine utili a migliorare 
i trattamenti: capire le interazioni tra la disfunzione mitocondriale e la CCDS1 
aiuterebbe a definire strategie terapeutiche più efficaci consentendo esiti 
migliori per la salute dei pazienti. 
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